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INTRODUCCION

En el Archipiélago Canario se han citado hasta el momento 26 especies de ceticeos,
lo que representa aproximadamente una tercera parte de las especies que actualmente se
conocen en todo el mundo (Martin, 1998), a la vez que ocupa la segunda mundial en cuan-
to al nimero de avistamientos se refiere. Los estudios que se han realizado en nuestro archi-
piélago son debidos a trabajos de censo, fotoidentificaciéon, comportamiento, acustica, etc.
y del andlisis de animales que han varado en las costas (Escorza ef al., 1992; Martin et al.,
1992 y 1998; Heimlich-Boran, 1993; Martin & Santiago, 1996; Politi et al., 1996; Ritter,
1996; André, 1997; Martin, 1998 ).

Desde el punto de vista genetico, los estudios son escasos y se han realizado esen-
cialmente en la regién control o D-Loop del ADN mitocondrial (Hildebrandt et al., 2001;
Hildebrandt, 2002). Sin embargo, tanto en Canarias como en otras regiones del mundo, son
pocos los estudios en los que se ha incluido genes con tasas de evolucion diferentes a las de
la regién D-Loop, como son el NADHS5 y el COI (Southern ef al., 1988; Arnason et al.,
1993a).

En el presente trabajo se caracterizan las poblaciones de delfin mular y calderén tro-
pical del Archipiélago Canario, mediante secuenciacion de los genes COl y NADHS5 del
ADN mitocondrial.

MATERIALES Y METODOS

En este estudio se utilizaron 31 muestras de delfin mular y 21 de calderén tropical
que se obtuvieron a partir de biopsias de animales vivos y de necropsias de animales que
han quedado varados en las costas canarias (Hildebrandt, 2002). E1 ADN se extrajo median-
te el método del fenol-cloroformo de alto peso molecular (Blin & Stafford, 1976). Para
ambas especies se amplificaron los NADHS y COI, mediante P.C.R. (Saiki et al. en 1985),
para los cuales fueron diseflados cebadores genéricos con el programa Primer Premier
(v4.04). Las condiciones de amplificacion para ambos genes fueron las descritas por
Hildebrandt (2002). Los productos de amplificacion se sometieron a electroforesis en gel de
agarosa al 0,8%, y purificadas mediante columnas MicroSpin S400HR (Amersham-
Pharmacia). La concentracién de los ADNSs y sus tamaiios, en pares de bases, fueron deter-
minados mediante un marcador (lamda cortado con HindIII) y un andlisis de regresion con
el programa Gelwork 1D. Los fragmentos se secuenciaron a mediante el método de Sanger
(1981), tanto por secuenciaciéon manual de tincion de plata (Silver Sequence DNA
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Sequencing Reagents, Promega) como por secuenciacién automdtica (ABI Prism®
dRhodamine Terminator Cvcle Sequencing Ready Reaction Kit, Applied Biosystems). Las
secuencias se alinearon con el programa ClustalW (Thomson ez al., 1994) y el nimero de
haplotipos y los lugares polimérficos se identificaron con el programa DNSP (v. 3.53)
(Rozas & Rozas. 1999). Para cada gen se estimé la diversidad haplotipica (h) y la diversi-
dad nucleotidica () segtin las férmulas de Nei (1987). El andlisis cladistico se realizé utili-
zando el programa MEGA (v.2.1) (Kumar et al. 2001), mientras que las distancias se cal-
cularon por el método de Jukes-Cantor (Jukes & Cantor, 1969). Para la representacién de
los arboles filogenéticos se utilizé el método Neighbor Joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987).
La fiabilidad del arbol inferido se contrasté mediante el Bootstrap Test (Felsenstein, 1985),
con 1000 réplicas, segun el cual una rama se considera estadisticamente significativa cuan-
do su valor bootstrap es mayor o igual al 95%.

RESULTADOS
Gen NADHS

Calderon tropical. Se obtuvieron 10 secuencias de calderén tropical para este gen,
del que se secuenciaron unos 608 pb. Se encontraron 8 haplotipos tinicos y 2 repetidos. Las
diferencias par a par entre las secuencias de los distintos haplotipos fueron de 0 a 81 muta-
ciones (0%-13,6%). Aparecieron 101 posiciones nucleotidicas polimérficas, lo que repre-
senta un 10.42% de lugares variables. En estas 101 bases hubo 103 mutaciones (78 transi-
ciones y 25 transversiones) y 11 deleciones. La diversidad haplotipica fue h=0,956, mien-
tras que la diversidad nucleotidica promedio fue =0,065, que al ubicarla en intervalos de 30
bases a lo largo de la secuencia, se apreci6 una distribucién muy variable con maximo de
1=0,1392 en el intervalo comprendido entre las bases 31 y 60.

Delfin mular. Se obtuvieron 18 secuencias de delfin mular para este gen, del que se
secuenciaron 622 pares de bases. Todos los haplotipos encontrados fueron Unicos, por lo que
la diversidad haplotipica fue h=1. Las diferencias par a par entre las secuencias de los dis-
tintos haplotipos fueron de 2 a 102 mutaciones (0,3%-16,7%), y aparecieron 181 posiciones
nucleotidicas polimérficas, lo que representd un 29,1% de lugares variables. En estas bases
hubo 198 mutaciones (128 transiciones y 70 transversiones) y 11 deleciones. La diversidad
nucleotidica promedio fue 1=0,096, que al representarla en intervalos de 30 bases, se obser-
v0, al igual que en el calderén tropical, que el intervalo comprendido entre las bases 31-60
mostré uno de los valores maximos (n=0,178).

Gen COI

Calderon tropical. Se obtuvieron 11 secuencias de calderén tropical para este gen,
mediante el andlisis de 700pb. Todos los haplotipos fueron tnicos, con una diversidad
haplotipica de h=1, y las diferencias par a par entre las secuencias de los distintos haploti-
pos fueron de 2 a 83 mutaciones (0,3%-11,9%). Aparecieron 112 posiciones nucleotidicas
polimérficas, lo que representd un 16% de lugares variables. En estas bases hubo 118 muta-
ciones (80 transiciones y 38 transversiones) y 1 delecién. La diversidad nucleotidica pro-
medio fue 71=0,039, que al representarla en intervalos de 30 bases se observé una distribu-
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cién asimétrica, estando la mayor de la variabilidad al final de la secuencia, entre las bases
600 y 700.

Delfin mular. Se obtuvieron 13 secuencias de delfin mular para dicho gen, del que
se secuenciaron 630pb. Todos los haplotipos volvieron a ser unicos, dando por tanto una
diversidad haplotipica de h=1. Las diferencias par a par entre las secuencias de los distintos
haplotipos fueron de 1 a 77 mutaciones (0,2%-12,5%). Aparecieron 136 posiciones nucleo-
tidicas polimorficas, lo que represent6 un 21,59% de lugares variables. En estas bases hay
144 mutaciones (101 transiciones y 43 transversiones) y 12 deleciones. La diversidad nucle-
otidica promedio fue de m=0,058, y cuya representacion en intervalos de 30 bases puso de
manifiesto, al igual que sucedié para el calderén tropical, un valor mdximo en el intervalo
comprendido entre las bases 271 y 300.

Filogenia

Para el andlisis cladistico de ambas especies se utilizaron s6lo las muestras en las que
se secuenciaron tanto el gen COI como el gen NADHS, a fin de evitar el efecto de la mues-
tra en los arboles filogenéticos inferidos para cada gen, es decir, los factores historicos.
Exactamente fueron 8 especimenes de calderdn tropical y otros 8 de delfin mular. Ademas,
en los dos genes, se utilizé6 como outgroup una secuencia de rorcual comin (Balaenoptera
physalus) descrita por Hildebrandt (2002), con el fin de situar las posiciones relativas de las
especies y dar mayor consistencia a las reconstrucciones histdricas.

En la Figura 1, se presenta el cladograma que reconstruye las relaciones genéticas de
ambas especies para el gen COI, donde se aprecia la existencia de dos clusters, uno por
especie, con unos valores bootstrap superiores al 95%. Contrariamente, para el gen NADHS
las relaciones filogenéticas quedan mal definidas puesto que los haplotipos quedan agrupa-
dos en tres clusters, dentro de los cuales las relaciones no atienden a nivel de especie (Figura
2). Asi, en dos de los cluster aparecen tanto haplotipos de calderén tropical como de delfin
mular. Aunque en la comparacion de ambos cladogramas hay relaciones estables, por ejem-
plo la relacion estrecha entre los haplotipos G2, G3, G5, G8 y G9 (con valores bootstrap
superiores al 95%), las relaciones no atienden a criterios de especie, llegando incluso a rela-
cionar un ejemplar de delfin mular con el haplotipo de rorcual comun antes que con haplo-
tipos de su misma especie.

Todo ello pone de relieve que en ceticeos, el gen COI reconstruye mejor las relacio-
nes intra e interespecificas que el gel NADHS, quizds como consecuencia de que el gen
NADHS muestra un mayor grado de saturacion que el COI, lo que queda reflejado por su
mayor diversidad nucleotidica. De hecho, para el NADH en ambas especies se obtuvo casi
el doble de 7, lo que concuerda con los datos encontrados en otras especies (Ferris et al.,
1983; Solignac et al., 1986; Lopez et al., 1997). Es mds, el efecto de la magnitud de la diver-
sidad nucleotidica del NADHS enmascara el poder de resolucion del gen COI, ya que la
consideracién de ambos en un andlisis filogenético no esclarece en absoluto las relaciones
intra e interespecificas, ain cuando los cladogramas son mds sensibles a las longitudes de
los gense secuenciados que al nimero de muestra utilizadas.
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Figura 1.- Cladograma del COI para haplotipos de calderén tropical (Gi), delfin mular (Ti) y un ejemplar de ror-
cual comun (BP). :
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Figura 2.- Cladograma del NADH% para halotipos de calderén tropical (Gi), delfin mular (Ti) y un ejemplar de
rorcual comdn (BP).
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INSTRUCCIONES PARA LOS AUTORES

1. La Revista de la Academia Canaria de Ciencias publica articulos de investigacion de
Biologia, Fisica, Matemadticas o Quimica. También publica trabajos sobre Historia y
Filosofia de la Ciencia y también de Divulgacién Cientifica referidos a las 4reas ante-
riormente mencionadas.

2. Los autores enviaran tres copias de los originales al director de la revista:

Prof. N. Hayek

Revista de la Academia Canaria de Ciencias
Fac. de Matemaiticas

Universidad de La Laguna

38271 - La Laguna, Tenerife

Espana

Los trabajos serdn sometidos a un proceso de revision a cargo de especialistas o referees

designados por el comité editorial de la Revista. En caso de aceptacién para su publica-

cioén en la Revista, los autores enviardn un disquete o un CD con los ficheros corres-
pondientes.

3. Puesto que la Revista utiliza el sistema offset de edicién, los autores deberdn cuidar la
confeccidn de los originales de los trabajos de acuerdo con las presentes instrucciones.
Por ello, se aconseja emplear un procesador de texto, preferentemente WORD o LATEX,
con letra de tamafio 12 y a espacio y medio entre lineas, y se debe utilizar papel tamafio
DIN A 4, dejando mdrgenes de 3 centimetros, siguiendo el siguiente esquema:

a) TITULO DEL TRABAJO, en negrita, centrado y en mayusculas.

b) Apellidos y nombres de los autores, centrado y en mintsculas.

c¢) Institucién donde se ha realizado el trabajo, direccién postal y direccion electrénica
(centrado y en mindsculas).

d) Resumen del trabajo con una extension maxima de 200 palabras (en minudsculas y
subrayado).

e) Palabras clave (entre tres y cinco).

f) Abstract en inglés y keywords (las correspondientes traducciones de los apartados d
y e anteriores).

g) Eltexto del trabajo serd dividido en secciones. Los encabezamientos de cada seccidn,
numerados correlativamente, se escribirdn en letras minudsculas en negrita. Si hubie-
ra subsecciones, se enumerardn en la forma 1.1, 1.2, ..., 2.1, 2.2,.... escribiéndose los
encabezamientos en cursiva.

h) Las fotos y laminas en color se presentaran en CD y montadas en papel fotografico
0, en su defecto, en diapositivas.

i) La bibliografia se presentard ordenada numéricamente o por orden alfabético del pri-
mer autor. Si se trata de un articulo, deberd aparecer el autor o autores, el afio de
publicacion, el titulo entrecomillado, la revista, el nimero y las paginas. Si se trata
de un libro, debe incluirse el autor o autores, el afio, el titulo en cursiva y la editorial.

4. La extension de los trabajos serd, como mdximo, de 16 pdginas, en el caso de articulos
de investigacion, y de 25 pdginas en el caso de trabajos de divulgacién y de Historia y
Filosofia de la Ciencia.

5) En caso de ser publicado, los autores recibiran 20 separatas del trabajo.
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